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Т. П. Пастернак 
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ ЗЛАКОВ: 
ДОСТИЖЕНИЯ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
Рассмотрены современное состояние и перспективы в генетической трансформации зла-
ков. Показана ограниченная возможность применения для злаков традиционных мето-
дов трансформации (прямая трансформация протопластов и др.) и перспективность 
нетрадиционных методов, исключающих этапы культивирования ткани in vitro (исполь-
зование прорастающих пыльцевых трубок, инъекция в незрелые соцветия или в све-
жеоплодотворенную завязь). 
В последние годы в практической селекции растений начинают все 
более широко использоваться растения, полученные методами генети-
ческой инженерии — соматические гибриды, трансформанты. Однако в 
подавляющем большинстве это — двудольные растения, в первую оче-
редь растения семейства Solanaceae, что обусловлено прежде всего тем, 
что основная масса новых технологий разрабатывается сначала для 
представителей семейства Solanaeeae и лишь затем модифицируется для 
плохо поддающихся культивированию in vitro растений семейства Gra-
tnineae. Между тем именно растения семейства Gramineae играют важ-
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нейшую роль в обеспечении человечества продовольствием. Поэтому 
создание новых биотехнологических методов применительно к растени-
ям этого семейства представляет не только теоретический, но и чисто 
практический интерес. Задача настоящего обзора — рассмотреть основ-
ные достижения и перспективы трансформации важнейших представи-
телей семейства Gramineae — зерновых злаков. 
Перенос чужеродных генов в злаки. Существующие к настоящему 
времени ситемы переноса генов в растения можно разделить на две 
большие группы: векторная система с использованием в качестве век-
торов природных «переносчиков» генов, таких как почвенные бактерии 
рода Agrobacterium, вирусы и некоторые другие, и искусственная систе-
ма, так называемый прямой перенос генов. Рассмотрим возможности 
применения этих систем для трансформации злаков более подробно. 
П е р е н о с г е н о в , о п о с р е д о в а н н ы й Agrobacterium. Ме-
тод, основанный на природной векторной системе — взаимодействии 
растений с почвенными бактериями A. tumefaeiens и A. rhizogenes, 
давно и широко используется для трансформации двудольных расте-
ний. Долгое время считалось, что Agrobaeterium инокулируют только 
двудольные растения, однако в последнее время появились убедитель-
ные доказательства возможности трансформации таким методом и одно-
дольных растений, в том числе и злаков [ І—4]. Оказалось, что у одно-
дольных в отличие от двудольных растений в большинстве случаев в 
ответ на поранение не выделяются вещества фенольной природы (на-
пример, ацетосирингон), активирующие функционирование бактериаль-
ных генов вирулентности и являющиеся необходимым условием взаимо-
действия бактерии и растительной клетки. Предварительное же активи-
рование бактерий с помощью ацетосирингона позволяет обойти этот 
барьер. Так, в работе [3] после инокуляции диким штаммом A. tume-
faeiens, предварительно активированным экстрактом из двудольных 
растений, однодольного растения Dioseorea показано образование опу-
холей и приведены молекулярно-биологические доказательства интегра-
ции Т - Д Н К в геном растения. Следует также отметить, что недавно 
появились сообщения и о возможности трансформации с помощью 
Agrobacterium и других злаков — риса и пшеницы [5, 6], однако дока-
зательств на молекулярном уровне стабильной интеграции Т - Д Н К в 
растительный геном в них не приводится. К настоящему времени пока-
зана принципиальная возможность трансформации злаков с помощью 
Agrobaeterium и в дальнейшем такой подход может оказаться весьма 
перспективным. 
П р я м о й п е р е н о с г е н о в . Применение методов прямого 
переноса генов для трансформации злаков имеет ряд существенных 
особенностей, связанных со значительными трудностями, возникающими 
при культивировании злаков in vitro. Поэтому у злаков наряду со стан-
дартными способами, такими как трансформация протопластов, полу-
чили распространение и альтернативные подходы, включающие как 
использование культуры in vitro (микроинъекции в клетки эмбриоген-
ного каллуса и др.) , так и прямой перенос генов непосредственно в 
растения (инъекции в незрелые соцветия и свежеоплодотворенную 
завязь, трансформация пыльцы). Опишем каждый из имеющихся под-
ходов более детально. 
Трансформация протопластов. На сегодняшний день этот подход 
не получил широкого применения для трансформации злаков, так как 
для большинства видов и сортов отсутствует эффективная и стабиль-
ная система культивирования протопластов и регенерации из них расте-
ний. Несмотря на это, попытки использовать его предпринимались 
достаточно давно, в первую очередь для тестирования различных ген-
ных конструкций при изучении транзиентной экспрессии. Например, 
еще в 1985 г. путем трансформации протопластов получены генетически 
трансформированные каллусные клеточные линии Triticum monococcum 
и Lolium multifIorum [7, 8]. В этих работах впервые показана универ-
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сальность способов трансформации, селективных маркеров и генных 
конструкций как для дву-, так и однодольных растений. И только к 
настоящему времени по мере появления стабильной и высокоэффектив-
ной регенерации растений из протопластов все новых видов злаков 
метод получает широкое распространение. Например, для нескольких 
линий риса, двух линий кукурузы, трех линий пшеницы, растения кото-
рых регенерировали из протопластов, получены и генетически транс-
формированные растения [ 9 — И ] . Причем в большинстве случаев 
использовали такие же генные конструкции, как для трансформации 
двудольных растений. Можно надеяться, что при дальнейшем развитии 
методов культивирования протопластов описанный подход станет 
одним из основных способов трансформации злаков. 
Трансформация многоклеточных структур. К этому разделу нами 
отнесено использование в качестве реципиентов эмбриоидов, культиви-
руемых in vitro, меристем и интактных семян. 
A. Микроинъекции в культивируемые in vitro многоклеточные 
структуры. К настоящему времени для большинства злаков разрабо-
тана стабильная и высокоэффективная система регенерации растений из 
многоклеточных структур, культивируемых in vitro (эмбриогенный 
каллус из незрелых зародышей, микроспор). Поэтому весьма заманчи-
выми представлялись попытки получения генетически трансформиро-
ванных растений злаков путем микроинъекции в клетки эмбриоидов, 
культивируемых in vitro, с последующей селекцией трансформирован-
ных клеток и регенерацией из них трансформированных растений 
[12, 13] подобно тому, как это осуществлено у рапса [14]. В последнем 
случае микроинъекцию проводили в микроэмбриоиды, полученные при 
культивировании in vitro изолированных микроспор и состоящие из 
4—6 клеток. К сожалению, у злаков работа с такими микроструктурами 
практически неосуществима, поскольку отсутствуют методики культи-
вирования изолированных микроспор (кроме единичных случаев [15]) . 
Таким образом, у злаков возможны микроманипуляции только с до-
статочно крупными структурами, что должно неизбежно приводить к 
возникновению химерных трансформированных растений из-за невоз-
можности одновременной трансформации всех клеток в многоклеточ-
ной структуре. В заключение следует отметить, что описанный подход 
является очень трудоемким и приводит к получению химерных расте-
ний. По нашему мнению, такой метод не является перспективным. 
Б. Трансформация методом бомбардировки вольфрамовыми шари-
ками. Подход является сравнительно новым и заключается в бомбар-
дировке растительной ткани вольфрамовыми шариками, на которых 
адсорбированы молекулы Д Н К . При этом шарики пробивают клеточ-
ные стенки и мембраны и «транспортируют» молекулы Д Н К внутрь 
клетки. Метод требует наличия дорогого и сложного оборудования и 
поэтому очень широкого распространения не получил. Тем не менее 
в последние годы в ряде лабораторий он был применен для трансфор-
мации злаков. В качестве реципиентов использовали клетки эмбриоген-
ного каллуса, суспензионной культуры и меристем. В результате этих 
работ выявлена только транзиентная экспрессия чужеродных генов, 
трансформированных же растений получить не удалось [16—19]. 
Основные недостатки метода — большая трудоемкость и низкая эффек-
тивность, связанная с тем, что манипуляции осуществляются с много-
клеточными структурами. 
B. Поглощение Д Н К семенами. Замачивание семян в растворах 
чужеродной Д Н К достаточно давно применяется для получения гене-
тически измененных растений, причем в некоторых экспериментах д а ж е 
удавалось получить растения, несущие фенотипические признаки, коди-
руемые поглощаемой Д Н К [20]. Однако до недавнего времени меха-
низм этого явления изучен не был. К примеру, не было известно, прони-
кает ли Д Н К в зародыш в недеградированном состоянии, а также спо-
собна ли она интегрироваться в растительный геном. Одним из первых 
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шагов в исследовании судьбы чужеродной Д Н К при ее поглощении 
семенами стали работы [21, 22]. Так, в работе [22] показана транзи-
ентная экспрессия чужеродных генов в прорастающих зародышах 
целого ряда растений, в том числе и злаков, после их замачивания в 
растворах плазмидной Д Н К , что может свидетельствовать о проникно-
вении недеградированной Д Н К в клетки зародыша и ее экспрессии 
там. Следовательно, возможна и интеграция чужеродных генов в геном 
некоторых клеток зародыша. Однако вероятность получения таким 
способом генетически трансформированных растений весьма мала, в 
первую очередь, из-за многоклеточности зрелого зародыша, например, 
у пшеницы более 600 клеток, лишь одна из которых впоследствии дает 
начало следующему поколению растений. 
Завершая анализ группы методов, где в качестве реципиентов ис-
пользуются многоклеточные системы, нужно отметить следующее: полу-
чение генетически трансформированных растений в этих случаях прин-
ципиально возможно, но вероятность такого события чрезвычайно мала, 
в первую очередь, из-за использования многоклеточных систем, и дан-
ные подходы не являются перспективными. 
Трансформация генеративных клеток растений. В этом разделе 
рассмотрены такие методы, как инъекция в незрелые соцветия и све-
жеоплодотворенную завязь, инкубация пыльцы в растворах Д Н К , исполь-
зование прорастающих пыльцевых трубок. Во всех случаях в качестве 
реципиентов используются генеративные клетки растений, что исклю-
чает получение химерных трансформантов и этапы культивирования 
in vitro. 
А. Инъекция в незрелые соцветия. Суть метода заключается в 
инъекции растворов Д Н К в незрелые соцветия на определенной стадии 
их развития — в момент наибольшей восприимчивости археспориальной 
клетки к внешним воздействиям и, значит, к проникновению и интегра-
ции чужеродной Д Н К . У ржи, например, такая стадия имеет место за 
14 дней до мейоза. Впервые метод был использован для трансформа-
ции ржи в 1987 г. [23]. В цитированной работе в результате инъекции 
плазмидной Д Н К , несущей ген устойчивости к канамицину, из более 
чем 3000 тестированных проростков 7 оказались устойчивыми к кана-
мицину, а в 2 из них обнаружены нуклеотидные последовательности, 
гомологичные последовательностям вводимой Д Н К , и активность фер-
мента неомицинфосфотрансферазы. К сожалению, последующие попыт-
ки воспроизвести этот эксперимент успеха не имели. Недавно подоб-
ный метод был успешно применен и для трансформации ячменя [19]. 
В этой работе после инъекции плазмиды, несущей ген устойчивости к 
канамицину под контролем 35S промотора вируса мозаики цветной 
капусты, из 28 300 тестированных проростков 446 оказались устойчи-
выми к канамицину и в 45 из них выявлены нуклеотидные последова-
тельности, гомологичные таковым используемой плазмиды. Таким обра-
зом, с помощью описанного выше способа генетически трансформиро-
ванные растения удалось получить у двух различных видов злаков, 
причем эффективность трансформации была относительно высока 
(0,2 %), что свидетельствует о перспективности этого метода. 
Б. Инкубация пыльцы в растворах Д Н К . Попытки осуществления 
переноса чужеродных генов в растения трансформацией пыльцы при 
ее инкубации в растворах Д Н К с последующим использованием этой 
пыльцы для опыления растений предпринимались очень давно [24]. 
Однако до настоящего времени однозначно не доказана возможность 
применения такого метода для переноса чужеродных генов, хотя в неко-
торых работах и приводятся интересные данные по этому вопросу. 
Например, в работе Xecca [24] после инкубации пыльцевых зерен пету-
нии в растворах ДНК, несущей гены, утилизирующие лактозу и дающие 
возможность растениям использовать ее как единственный источник 
углерода, получены растения, развивающиеся только на лактозе. Авто-
ром приведены биохимические и молекулярно-биологические доказа-
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тельства интеграции и экспрессии чужеродных генов. Аналогичные 
методики применены и для введения чужеродных генов в кукурузу. 
В работах [25, 26] показана передача фенотипических признаков у 
кукурузы при обработке пыльцы препаратами тотальных Д Н К других 
линий и подвидов кукурузы. Следует, однако, отметить нестабильность 
наблюдаемых изменений в последующих поколениях, что заставляет 
усомниться в существовании самого факта трансформации. Заслужи-
вает внимания и работа [27], в которой пыльцу кукурузы инкубировали 
в растворе плазмидной Д Н К , несущей ген устойчивости к канамицину. 
В результате авторами получены канамицинустойчивые растения и по-
казана интеграция плазмидной Д Н К в растительный геном. С другой 
стороны, в ряде работ при использовании аналогичного метода инку-
бации пыльцы с плазмидной Д Н К канамицинустойчивые растения обна-
ружены не были. Например, в работе [28] среди 830 полученных после 
обработки пыльцы растений устойчивых к канамицину не оказалось. 
Авторами также показано, что при совместной инкубации Д Н К и пыль-
цы через 15 мин происходит полная деградация плазмидной Д Н К в 
инкубационной среде. 
В. Введение Д Н К в прорастающие пыльцевые трубки. Весьма ори-
гинальным способом трансформации злаков является так называемый 
метод «пыльцевых трубок» (pollen lube pathway), впервые применен-
ный для трансформации риса [29]. Суть метода заключается в том, что 
через определенное время после опыления удаляют рыльце и на срез 
наносят каплю раствора Д Н К . Предполагается, что в этом случае чуже-
родная Д Н К проникает в яйцеклетку по растущей пыльцевой трубке. 
Поэтому весьма существенным является выбор временного интервала 
между опылением и удалением рыльца: с одной стороны, он не должен 
быть слишком малым, чтобы обеспечить завязывание семян, а с дру-
гой — слишком большим, чтобы чужеродные гены интегрировали до 
первого деления зиготы. В упомянутой выше работе раствор плазмид-
ной Д Н К был нанесен на 259 срезов цветков риса через 30—40 мин 
после опыления. В результате этого эксперимента получены 54 семени. 
Все растения были проанализированы для выявления нуклеотидных 
последовательностей плазмидной Д Н К с помощью метода дот-гибриди-
зации. Последовательности обнаружены в 10 растениях, которые в 
дальнейшем исследовали более детально как методом блот-гибридиза-
ции, так и с целью выявления активности фермента неомицинфосфо-
трансферазы. Приведенные авторами данные однозначно подтвержда-
ют интеграцию чужеродных генов и их экспрессию в растениях. Похо-
жие результаты получены и при использовании такого метода для тран-
сформации ячменя [19, 30]. Например, в работе [19] цветки ячменя 
обрабатывали плазмидой, несущей ген устойчивости к канамицину, 
через 5—20 мин после опыления. Таким способом обработаны 1058 рас-
тений, получены 11 200 семян, 305 из которых оказались устойчивыми 
к канамицину, причем в некоторых из них обнаружена активность 
кеомицинфосфотрансферазы. Приведенные выше результаты свидетель-
ствуют о том, что данный метод является весьма перспективным и 
может быть успешно применен для трансформации злаков. 
Г. Инъекция в свежеоплодотворенную завязь. Впервые на возмож-
ность и перспективность использования такого подхода для трансфор-
мации злаков было указано в чисто теоретической работе [13], однако 
практически метод начали применять недавно. По своей сути он не-
сколько сходен с описанным ранее методом пыльцевых трубок, но для 
увеличения эффективности трансформации после удаления рыльца 
Д Н К не наносят на срез, как в методе пыльцевых трубок, а вводят ее 
прямо в завязь с помощью микрошприца, причем весьма важен и мо-
мент инъекции. Оптимальной является инъекция в момент слияния спер-
мия и яйцеклетки, когда существует наибольшая нестабильность в 
структуре Д Н К и должна быть значительно облегчена интеграция 
чужеродных генов. В работе [32], где метод был успешно применен 
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для трансформации пшеницы, плазмиду pABDl вводили в 118 цветков 
пшеницы и в результате были получены 18 растений. Методом блот-
гибридизации наличие нуклеотидных последовательностей, гомологич-
ных последовательностям вводимой Д Н К , показано для трех растений. 
В заключение настоящего обзора можно сделать следующие 
выводы: к настоящему времени генетически трансформированные рас-
тения получены для большинства важнейших видов культурных злаков, 
в том числе для риса, кукурузы, пшеницы, ржи, ячменя. Среди рассмот-
ренных нами методов трансформации наиболее перспективными, по 
нашему мнению, являются методы с использованием в качестве реципи-
ентов генеративных клеток (инъекция в незрелые соцветия и в свеже-
оплодотворенную завязь, метод пыльцевых трубок), а также, возмож-
но, и перенос генов, опосредованный Agrobaderium. 
Р е з ю м е 
Проаналізовано принципово різні підходи до трансформації злаків. Відзначені можли-
вість застосування як маркерів хімерних генів стійкості до канаміцину та хлорамфе-
ніколу, обмежене використання методів прямої трансформації протопластів лише тими 
сортами і лініями, рослини яких регенерують з протопластів. Основну увагу приділено 
нетрадиційним способам трансформації, таким як ін'єкція в незрілі суцвіття та в сві-
жозапліднений зав'язок, трансформація пилка. Показано, що більшість описаних мето-
дів дає можливість одержувати генетично трансформовані рослини, причому найбільш 
ефективними є методи прямого переносу генів безпосередньо в рослини. 
S u m m а г у 
Methods for the genetic manipulation of cereal crops have progressed considerably in 
recent years. A serious limitations in the wider application of DNA-mediated direct gene 
transfer to cereal crops remains the difficulty of regenerating plants from isolated pro-
toplasts. Alternative transformation methods independent of protoplasts are therefore 
being sought by introducing foreign genes either via microinjection into multicellular 
structure, or by delivering the isolated DNA directly into plants, or pollen transformation, 
or Agrobaderium mediated gene transfer. Most of these methods led to obtained geneti-
cally transformed cereal plants, but most suitable method in this case is delivering the 
isolated DNA directly into plants. 
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И. А. Костенюк, О. Ф. Любарец, В. В. Воронин, Ю. Ю. Глеба 
КЛЕТОЧНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
В БИОТЕХНОЛОГИИ РАСТЕНИЙ-ПРОДУЦЕНТОВ 
ИЗ СЕМЕЙСТВА КУТРОВЫХ (A POCYNACEAE) 
Описаны результаты экспериментов по соматической гибридизации в следующих ком-
бинациях: Rauwolfia serpentina+Vinca minor, R. serpentina-\-Catharanthus roseus, 
R. serpentina-^-Rhazya stricta, С. roseus+V. minor. Представлены данные о селектив-
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